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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da restrição alimentar na incidência do leite instável não-
ácido (LINA) e na composição do leite de vacas Jersey. Foi realizado um experimento piloto de indução ao LINA,
com oito vacas Jersey em lactação, confinadas e separadas em dois grupos, às quais havia sido fornecida uma
dieta equilibrada ad libitum. Em dois períodos de 18 dias, foram fornecidos dois tratamentos com 100 e 60% das
exigências nutricionais. Foram realizados os testes de acidez titulável e do álcool 76%; pH, densidade, crioscopia,
caseína, gordura, proteína bruta, lactose, extrato seco total, número de células somáticas e produção de leite
foram determinados. A restrição alimentar aumenta a ocorrência de LINA e diminui a produção de leite e a
quantidade total dos componentes produzidos; entretanto, não altera os teores dos componentes lácteos.
Termos para indexação: estabilidade do leite, subnutrição, teste do álcool/etanol, vacas em lactação.
Unstable nonacid milk and milk composition of Jersey cows on feed restriction
Abstract – The objective of this work was to evaluate the effects of feed restriction on unstable nonacid milk
occurrence and milk composition of Jersey cows. A pilot trial of feed restriction was conducted with eight
lactating Jersey cows. Animals were confined and allocated to two groups which received a balanced diet
ad libitum. They received sequentially two treatments, at different periods: 100 and 60% of nutritional requirements.
Milk was analyzed for titrated acidity and precipitation at alcohol test 76%; pH, density, cryoscopy, casein, fat,
crude protein, lactose, total solids, number of somatic cells and milk production were determined. Feed restriction
increases unstable nonacid milk occurrence, reduces milk production and amount of components; however, it
does not change the concentration of the milky components.
Index terms: milk stability, undernutrition, alcohol/etanol test, lactation cows.
Introdução
O leite instável não-ácido (LINA) pode ser observado
em rebanhos leiteiros e se caracteriza por acarretar
alterações nas suas características físico-químicas.
A principal alteração identificada é a perda da
estabilidade da caseína ao teste do álcool, resultando
em precipitação positiva, sem haver acidez elevada do
leite (Zanela, 2004).
O teste do álcool é utilizado pelas indústrias lácteas para
avaliar a qualidade do leite nas unidades de produção leiteira,
e as amostras positivas são descartadas por não serem
consideradas aptas aos processos de beneficiamento.
Resultados positivos ao teste do álcool (precipitação) podem
ocorrer devido à redução de pH, pela fermentação da
lactose até a produção de ácido lático, resultando na
instabilidade da proteína. Microrganismos mesófilos são
responsáveis por essa fermentação e ocorrem em
situações de falta de higiene e de refrigeração na
produção de leite (Fonseca & Santos, 2000). No caso
do LINA, a perda da estabilidade não está associada à
contaminação bacteriana (Donatele et al., 2003) e não
é causada pela acidez elevada (Marques, 2004).
Alterações na estabilidade do leite foram relatadas
no Uruguai (Barros et al., 1999), Argentina (Negri et al.,
2001), Cuba (Ponce Ceballo & Hernández, 2001) e no
Brasil (Marques, 2004; Zanela, 2004).
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Na região sul do Rio Grande do Sul, 58% de  9.892 amos-
tras de leite analisadas de abril de 2002 a setembro de
2003 apresentaram LINA (Marques, 2004), e na região
noroeste, essa porcentagem foi de 55,2%, em 2.396 amos-
tras analisadas de setembro de 2002 a agosto de 2003
(Zanela, 2004).
As causas da instabilidade não estão totalmente
esclarecidas. Há indicações de que silagens com eleva-
do teor de fibra e excesso de concentrados protéicos,
fatores capazes de alterar o equilíbrio cálcio-magnésio,
podem ocasionar reações positivas à prova do álcool
(Velloso, 1998). Segundo Barros (2001), as variações
na estabilidade do leite têm sido relacionadas a dietas
ou pastos ricos em cálcio, com deficiências ou
desequilíbrios minerais (Ca, P, Mg) e a mudanças brus-
cas da dieta.
Ponce Ceballo & Hernández (2001) citam que, nos qua-
dros de síndrome do leite anormal (SILA), as limitações
de energia disponível no tecido epitelial mamário afetam a
síntese e secreção dos componentes lácteos, levando à
instabilidade. Esses autores denominaram SILA ao con-
junto de alterações nas propriedades físico-químicas do leite,
que causam transtornos no processo de elaboração e na
qualidade final de derivados lácteos, associados a
transtornos fisiológicos metabólicos ou nutricionais.
Para estabelecer um caso de SILA, a prova do álcool deve
ser positiva e a acidez titulável deve ser inferior a 13ºD, ou
o pH deve ser elevado. Quanto ao LINA, a acidez titulável
deve ser igual ou inferior a 18°D, com a maioria das amos-
tras dentro da faixa normal de acidez (14 a 18°D) (Zanela,
2004).
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de uma
restrição em 40%  das exigências nutricionais de maté-
ria seca, proteína e energia, na alimentação de vacas
Jersey, na ocorrência de LINA e na composição do leite.
Material e Métodos
Foi realizado um experimento piloto de indução expe-
rimental ao LINA, na Estação Experimental da Embrapa
Clima Temperado em Capão do Leão, RS, de 7/2 a 27/3
de 2003. Foram utilizadas oito vacas Jersey em lactação,
confinadas. Os animais foram separados em dois gru-
pos de quatro, de forma a padronizar a produção de leite,
dias de lactação e peso vivo dos grupos. No início do ex-
perimento, a média da produção diária de leite foi 13 L
(s = 3,3 L), o estágio médio de lactação de 162 dias
(s = 36,6), o peso vivo médio dos animais de 393 kg
(s = 34,6) e a condição corporal média de 3,0 (s = 0,5).
Por um período pré-experimental de 12 dias, foi
fornecida aos animais dieta equilibrada ad libitum, de
acordo com as exigências do National Research Council
(2001) (100% das necessidades). A dieta consistiu de
35 kg de silagem de milho + 6,1 kg de concentrado por
animal por dia. A relação entre volumoso e concentra-
do foi de 66:34. A dieta foi fornecida duas vezes ao dia
a cada grupo de animais. Os animais receberam sal co-
mum e água à vontade. As sobras foram pesadas diari-
amente. A composição média dos concentrados foi 60%
de milho, 36% de farelo de soja, 1,7% de farelo de trigo,
2,3% de fosfato bicálcico e mistura mineral. Os teores
de matéria seca (MS), proteína bruta (PB), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente
ácido (FDA), cinzas e nutrientes digestíveis
totais (NDT) da silagem de milho e dos concentrados
estão descritos na Tabela 1.
O experimento foi realizado em dois períodos, sendo
o primeiro de 18 dias e o segundo de 19 dias. Nesses
períodos, foram fornecidos dois tratamentos: o
primeiro (T100) consistia de uma dieta ad libitum e for-
necia 100% das necessidades de proteína bruta
(12,4% da MS), FDN (40,3%), FDA (21,2%) e matéria
mineral (4,7%), de acordo com o National Research
Council (2001); e o segundo (T60), fornecia 60% das
exigências. No cálculo da dieta T60, tomou-se por base
o consumo das vacas no período pré-experimental, e foi
reduzida em 40% a oferta de MS, por meio da dieta
totalmente misturada. Dessa forma, a ingestão de MS,
proteína bruta e energia foi reduzida em 40%.
No primeiro período, os animais do grupo 1 foram
mantidos com a dieta equilibrada (T100), e os animais
do grupo 2 receberam a dieta T60. No segundo período,
os tratamentos foram invertidos entre os dois grupos.
Diariamente, foram coletadas amostras de leite pro-
venientes da ordenha da manhã e realizados os testes
de acidez titulável (°Dornic) e teste do álcool 76%, para
Tabela 1. Composição dos alimentos fornecidos aos animais
utilizados no experimento.
(1)SM: silagem de milho.
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monitoramento do LINA. O teste do álcool foi realiza-
do em placa de Petri, sendo colocados 2 mL de leite e
2 mL de álcool 76%, agitando-se durante alguns segun-
dos. A reação ao teste do álcool foi classificada numa
escala de instabilidade de 1 a 5: I1, leite estável sem
precipitação; I2, precipitação leve, areia; I3, precipita-
ção média, grumos pequenos; I4, precipitação intensa,
grumos grandes; e I5, precipitação muito intensa, seme-
lhante a uma rede.
Quanto à ocorrência (1) ou não (0) de LINA, foram
consideradas positivas amostras com precipitação na
prova do álcool e acidez titulável abaixo de 22°D.
Essa acidez titulável foi considerada normal para leite
de vacas da raça Jersey, com teor de sólidos totais ele-
vado. O índice de LINA foi dividido em classes (2 a 5),
de acordo com a precipitação causada pelo álcool.
A coleta das amostras de leite para avaliação da
composição química foi realizada duas vezes, ao final
de cada período experimental, com coletor automático,
que separa frações do leite durante toda a ordenha,
obtendo uma amostra representativa. As amostras foram
acondicionadas sob refrigeração durante 12 horas, para
permitir a liberação do CO2 dissolvido. Nas amostras
de leite, foi realizado o teste do álcool 76%, e medido:
acidez titulável (graus Dornic), pH, densidade, crioscopia
e caseína (Pereira et al., 2001). A produção de leite dos
animais foi corrigida para 4% de gordura.
As amostras foram enviadas para o Laboratório de
Controle de Qualidade de Alimentos da Universidade
de Passo Fundo, RS, para determinação dos teores de
gordura, proteína bruta, lactose e sólidos totais pela
espectrofotometria por radiação infravermelha (Fonseca
& Santos, 2000), e contagem de células somáticas (CCS)
– contagem eletrônica por citometria de fluxo
(Somacount 300, Bentley Instruments). A porcentagem
de sólidos desengordurados foi calculada com base nos
sólidos totais, subtraída a porcentagem de gordura.
No mesmo dia da coleta de leite para avaliação da
composição, foi realizado o teste do CMT (California
Mastitis Test) nos animais experimentais, durante a or-
denha, e o resultado de cada quarto mamário foi classi-
ficado de acordo com o grau de viscosidade da reação.
A partir dos resultados dos quatro quartos, foi calculado
um valor médio por animal.
A vaca identificada pelo no 102 apresentou reação
positiva ao teste do LINA, mesmo tendo recebido a
dieta equilibrada e sido mantida durante todo o experi-
mento à dieta 100%. Resultados referentes ao leite dessa
vaca foram desconsiderados na análise estatística.
O delineamento adotado foi o completamente
casualizado em arranjo fatorial. Foram considerados
como fontes de variação: período (n = 2), tratamento
(n = 2) e interação período x tratamento. As médias
foram separadas, utilizando-se o teste dms de Fisher, a
5% de probabilidade. Os dados foram submetidos à
análise da variância, utilizando-se o procedimento
General Lineal Model do SAS (SAS Institute, 1989).
Resultados e Discussão
Houve redução média de 26,5% na produção de leite
dos animais durante a restrição alimentar
(Tabelas 2 e 3). A vaca com maior produção apresentou
redução de 38% no volume de leite produzido.
Os resultados foram inferiores aos encontrados por
Agenäs et al. (2003), os quais submeteram 12 vacas
primíparas a um período de 48 horas de privação total
de alimento, e obtiveram 66% de redução na produção
de leite. Entretanto, os resultados deste trabalho foram
superiores aos encontrados por Bolinger et al. (1997),
que mantiveram 64 vacas Holandesas presas sem
alimentação, durante quatro horas por dia, em períodos
de sete dias, e não encontraram diferença na produção
de leite. Provavelmente, na restrição executada por
Tabela 2. Valores de probabilidade (teste F) dos efei-
tos de tratamento (Trat), período (Per) e interação
período x tratamento (PxT), coeficiente de determinação (R2)
e coeficiente de variação (CV) das características avaliadas.
(1)Produção de leite corrigida para 4% de gordura.
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Bolinger et al. (1997), as vacas compensaram a falta
temporária de alimento com aumento do consumo nas
horas de maior disponibilidade. Neste trabalho, os animais
foram mantidos confinados, sem compensação do
consumo em outro momento.
Ponce Ceballo & Hernández (2001) tentaram replicar
de forma experimental o quadro de SILA em vacas da
raça Holandesa, utilizando dieta com elevado conteúdo
de carboidratos facilmente fermentáveis e com baixo
conteúdo de nitrogênio. As dietas utilizadas cobriam as
exigências dos animais em 100, 80 e 50% com relação
à MS, energia e proteína bruta. Houve redução de 44
e 31%, respectivamente, na produção leiteira dos grupos
que sofreram restrição, em relação à dos animais da
dieta controle. Os resultados deste trabalho estão de
acordo com os encontrados por Ponce Ceballo &
Hernández (2001), apesar de a redução na produção
leiteira ter sido inferior à encontrada por esses autores,
possivelmente em virtude da menor restrição (40%) das
exigências nutricionais a que foram submetidos os
animais.
Com relação à composição química, não foram
detectadas variações nos teores de gordura, proteína
bruta, caseína, lactose, sólidos totais e sólidos
desengordurados do leite dos animais submetidos à
restrição alimentar, em relação aos animais mantidos
com a dieta controle (Tabelas 2 e 3). A baixa produção
de leite desses animais, associada ao estágio mais
avançado de lactação, possivelmente impediu que a
restrição alimentar influenciasse de forma mais efetiva
a concentração dos componentes do leite. Embora
mudanças nesses teores não tenham sido detectadas, o
volume de leite e a quantidade total produzida de cada
componente foram reduzidos com a restrição alimentar,
por causa da diminuição na oferta de nutrientes.
Bolinger et al. (1997) observaram que a restrição de
quatro horas por dia não afetou a porcentagem de
gordura, a CCS e a ingestão de MS do grupo que sofreu
restrição, entretanto houve redução no teor de proteína
do leite desses animais. Segundo Peres (2001), entre os
fatores que reduzem o teor de proteína no leite estão o
baixo consumo de MS, falta de proteína degradável e
falta de carboidratos não estruturais. A dieta T60
apresentou deficiência em energia e proteína, entretanto,
a baixa produção de leite das vacas pode ter influenciado
os resultados. Agenäs et al. (2003) encontraram redução
na porcentagem de lactose e de proteína bruta do leite,
e aumento no teor de gordura, ao submeter os animais a
48 horas de restrição total de alimento. Nesse caso, a
falta total de nutrientes refletiu de forma mais intensa
na síntese láctea. O quadro experimental de SILA
resultou em redução nos teores de proteína bruta, caseína
e lactose; entretanto, a restrição feita nesse caso foi
mais intensa do que neste trabalho. A porcentagem de
gordura não apresentou variação significativa no caso
de SILA, embora apresentasse redução numérica
(Ponce Ceballo & Hernández, 2001).
As características físicas do leite variaram conforme
os tratamentos (Tabelas 2 e 3). Houve maior ocorrên-
cia de LINA com a restrição alimentar (T60) do que
com a dieta controle (T100). Isto sugere uma relação
etiológica entre o desequilíbrio nutricional e a ocorrên-
cia do quadro de LINA. Okada et al. (2001) avaliaram
a instabilidade ao etanol do leite de vacas Pretas Japo-
nesas e concluíram que resultados positivos estão asso-
ciados à insuficiência de nutrientes digestíveis totais.
A acidez titulável foi mais elevada no leite T100 do
que em T60 (Tabelas 2 e 3). Segundo Fonseca & Santos
(2000), o leite de animais da raça Jersey apresenta acidez
mais elevada devido ao maior teor de sólidos. Os valores
de pH foram mais baixos no T100 que no T60, refletindo
Tabela 3. Valores médios das características físico-químicas e
microbiológicas do leite das vacas submetidas à restrição ali-
mentar de 60% das exigências nutricionais (T60), do
grupo controle, sem restrição (T100), e nos dois períodos
experimentais.
(1)Médias seguidas por letras distintas, na linha, entre tratamentos ou
entre períodos, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.
(2)Resultados positivos (=1) ou negativos (0). (3)Reação de instabilidade
de 1 a 5. (4)Média obtida a partir dos quatro quartos mamários das vacas.
(5)Produção de leite corrigida para 4% de gordura.
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a acidez mais elevada. Entretanto, ambos permaneceram
na faixa considerada normal (entre 6,6 e 6,8).
No Uruguai, Barros et al. (1999) relacionaram a per-
da da estabilidade da fração protéica do leite com o teor
de cálcio iônico. Houve variação significativa entre o
leite normal e o leite instável com relação aos valores
desse íon, sendo a média de cálcio iônico de 0,11 g L-1
no leite instável e 0,094 g L-1 no leite normal.
Foi identificada uma relação inversa entre o pH e o teor
de cálcio iônico do leite. Neste trabalho, essa variável
não foi determinada; entretanto, o leite dos animais que
sofreram restrição apresentou pH mais elevado e me-
nor estabilidade, o que discorda dos resultados de Bar-
ros et al. (1999).
Ponce Ceballo & Hernández (2001) realizaram um
estudo em 227 propriedades leiteiras da província de
Havana, em 1993. A maior parte dos rebanhos que
apresentavam leite instável se caracterizava por
apresentar animais com baixa condição corporal e
sofrendo subnutrição, e a alimentação atendia a cerca
de 50 a 70% das necessidades básicas. Mais de 50%
das amostras de leite responderam de forma positiva
ao teste do álcool, com acidez titulável inferior a 13ºD
e baixa densidade. Neste trabalho os animais
apresentavam condição corporal média, e a restrição
alimentar foi de 40% das necessidades, o que refletiu
na estabilidade do leite. Entretanto, não houve
diferença na densidade do leite. Os autores
observaram situação similar em 1996, com animais
cruzados  5 /8  Holandesa  e  3 /8 Zebuíno, e
verificaram também a redução nos valores de
crioscopia, que também não apresentou diferença
significativa neste trabalho. Barros (2001) comparou o
leite de animais com reação positiva e negativa ao
álcool 70% e não encontrou variação no teor de sólidos
desengordurados, nem no ponto crioscópico do leite. Este
trabalho relata a ocorrência de leite instável em animais
da raça Jersey, e não foram encontrados outros estudos
semelhantes com essa raça.
Os testes referentes à contaminação microbiana (CMT)
não apresentaram variação entre os tratamentos
(Tabelas 2 e 3). Houve interação significativa entre período
e tratamento para CCS (Tabela 2): no primeiro período, a
CCS foi mais elevada em T100 (470.000 cél. mL-1) do que
em T60 (59.000 cél. mL-1); no segundo período, foi mais
elevada em T60 (834.000 cél. mL-1) do que em T100
(48.000 cél. mL-1). Esse resultado elevado de CCS foi
influenciado pela vaca no 101, cujo leite de um dos quatro
mamários apresentou alto grau de viscosidade pelo CMT.
Donatele et al. (2003) sugerem não haver relação entre
a positividade do leite ao teste do alizarol 72% e o número
de células somáticas. No referido trabalho, 62% das
amostras positivas ao alizarol apresentaram menos de
300.000 células somáticas por mililitro de leite.
Negri et al. (2001) analisaram 85 amostras de leite
provenientes de unidades de produção leiteira, de mar-
ço a novembro de 2000. Esses autores detectaram
menor CCS no leite instável do que no leite com reação
negativa. Não foram detectadas diferenças significati-
vas na acidez titulável, pH, porcentagem de gordura,
lactose, sólidos totais, nitrogênio total, proteínas do soro,
uréia, cálcio total e iônico e na contagem bacteriana total.
Quanto aos períodos estudados, houve variação sig-
nificativa apenas na crioscopia (Tabelas 2 e 3), que foi
mais elevada no período 1 do que no 2. Entretanto, os
valores encontram-se na faixa considerada normal.
Com relação aos animais individuais, a vaca
identificada com o no 102 apresentou LINA durante todo
o experimento, apesar de esse animal ter recebido, nos
dois períodos, a dieta 100%. Esse resultado sugere que
a etiologia do LINA não se encontra associada apenas
a fatores nutricionais, mas pode estar associada tam-
bém a fatores genéticos. Segundo Horne & Parker
(1981), existem diferenças individuais entre os animais,
quanto à reação à prova do etanol. É possível que a
instabilidade esteja relacionada a fatores genéticos as-
sociados aos tipos de k-caseínas e outras proteínas lác-
teas (Ponce Ceballo & Hernández, 2001). Robitaille
et al. (2001) estudaram o efeito da expressão dos alelos
de k-caseína na estabilidade ao etanol de leite de vacas
da raça Holandesa. O leite das vacas que apresenta-
ram uma expressão do alelo B maior do que do alelo A
do gene da k-caseína necessitou de maior concentra-
ção de etanol para a precipitação do que o grupo com a
mesma expressão dos dois alelos. A freqüência da
variante B da k-caseína foi mais elevada em vacas da
raça Jersey comparada com a das vacas da raça Ho-
landesa (McLean et al., 1984). Não há informações a
respeito do tipo de k-caseína do leite da vaca no 102.
Os resultados demonstram que os animais da raça
Jersey também produzem LINA, apesar de inicialmente
acreditar-se que poderia haver maior estabilidade do
leite desses animais.
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Conclusões
1. A restrição alimentar de 40%, nas exigências
nutricionais de matéria seca, proteína e energia, aumenta
a ocorrência de leite instável não-ácido em vacas Jersey,
quando se utiliza álcool 76% na avaliação da instabilida-
de.
2. A restrição alimentar de 40% reduz o volume e a
quantidade de componentes do leite; entretanto, não afeta
a concentração desses componentes.
3. A etiologia do LINA não se encontra associada
apenas a fatores nutricionais, mas pode estar associada
também a fatores genéticos.
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